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Be chreibung 

In viel n Fall n schwerer Erkrankung ist die Ernahrung auf oral m Weg nicht Oder nur schw r moglich. 
Insbesondere bei postoperativen und posttraumatischen Zu stand en und in schwer n Fallen von Karzinomen, 

5 Verbrennungen, Infektionen, akutem und chronischen Nieren-Versagen, Leberinsuffizienz sowie langanhal- 
tender BewuRtiosigkeit oder schweren Stoffwechselstorungen mussen die Patienten dann parenteral mit In- 
fusionslosungen ernahrt werden t wobei zur Aufrechterhaltung der Ernahrung dem Organismus neben Koh- 
lenhydraten und Fett insbesondere Aminosauren parenteral zugefuhrt werden mussen. Wegen der negativen 
Stickstoffbilanz, besonders bei postoperativerund posttraumatischer Stoffwechsellage, ist die Versorgung mit 

10 Aminosauren von besonderer Bedeutung, wobei das Angebot nicht nur die essentiellen Aminosauren umfassen 
soil, die der Organismus nicht selbst synthetisieren kann, sondern auch die anderen Aminosauren, damit der 
Verlust an korpereigenen Proteinen moglichst schnell durch erneuten Aufbau dieser Protein e wieder ausge- 
glichen werden kann. 

Zu den wichtigen Aminosauren, die hierbei dem Organismus zur Verfugung gestellt werden mussen, gehort 

15 u. a. auch das Glutamin, dessen Konzentration im intrazellularen Aminosauremuster bei der erwahnten Stoff- 
wechsellage hauf ig einen besonders star ken Abfall - bis zu 50% - zeigt(J. Askanazi et at, Ann. Surg., Bd. 191, 
S.465-472 (1980) und Ann. Surg., Bd. 192, S. 78-85 (1980)). 

Ein besonderes Problem bei der parenteralen Zufuhr von Glutamin mittels aminosaurehaltigen Infusions- 
losungen liegt aber darin, daG diese Aminosaure ein toxisches Cyciisierungsprodukt bildet und daherzur in- 

20 travenosen Anwendung nicht geeignet ist. Diese Umwandlung des Glutamins kann z. B. schon beim Hitzeste- 
rilisieren einer wa&rigen Losung eintreten, oder auch im Organismus, wenn es als solches appliziert wind. 

Es wurde nun erkannt, dad das Glutamin als an dera-Aminogruppe durch a-Aminoacylreste substttuiertes 
Derivat, d. h. in Form der Tri- oder Dipeptide des Glutamins dem Organismus, insbesondere durch Infusions- 
losungen, zugefuhrt werden kann, ohne Gefahr der Bildung des toxischen Cyciisierungsprodukts. Diese Di- 

25 und Tri peptide des Glutamins mit anderen Aminosauren, wie Glycin, Alanin, Leucin, Isoleucin oder Valin, sind 
sehr leicht wasserldslich, so da& sie gegebenenfails in relativ hoher Konzentration in den Infusionsldsungen 
angewendet werden konnen, wobei gleichzeitig dem Organismus auch an dere Aminosauren zugefuhrt werden, 
ohne dad dadurch osmotische Problem auftreten. Die Loslichkeit beispieisweise des Gly-Aia-GIn betragt 680 
g/L H 2 0, wahrend die freien Aminosauren eine geringere Loslichkeit besitzen: Glycerin: 225 g/L H 2 0; Alanin: 

30 158 g/L H 2 0 und Glutamin: 325 g/L H 2 0. 

Nach der Infusion werden im Organismus diese Di- oder Tri peptide durch korpereigene Aminopeptidasen, 
z. B. durch die in Saugetiergeweben vorhandenen Peptidhydrolasen, aufgespalten und dadurch dann das Glu- 
tamin langsamfreigelegt, zur unmittelbaren Verwertung beim Aufbau der korpereigenen Proteine. Die endsfin- 
dige Aminogruppe des Glutamins wird namlich u.a. durch die Glutamin- Aminotransferase auf ct-Ketocarbon- 

35 sauren ubertragen, weshalb fur die korpereigene Synthese von Aminosauren das Glutamin von groSer Bedeu- 
tung ist. Durch die Aminoacylierung des Glutamins wird auch eine Stabilisierung derendstandigenAmidgruppe 
erreicht, und zwar sowohl gegen ubliche Hydrolyse bei der Sterilisierung der Losung en als auch gegen die 
Glutamin ase-Enzymreaktion im Orgnismus. 

Erfindungsgemad wird das Glutamin als a-aminoacyliertes Derivat d. h. also in Form der Di- oderTripep- 

40 tide, verwendet, wobei diese zusammen mit anderen Aminosauren in den oralen Aminosaurepraparaten oder 
-infusionslosungen vorhanden sind. Hierdurch gelingtes, auch grd&ere Mengen an Glutamin dem Organismus 
zuzufuhren, ohne daR es zu toxischen Erscheinungen kommen kann. Vorzugsweise enthalten die PrSparate, 
insbesondere die Infusionslosungen zur parenteralen Ernahrung, als Dipeptid das AJanyl-L-Glutamin oder als 
Tripe ptid das Glycyl-L-alanyl-L-glutamin. Die Infusionsldsungen sol I en die Di- oder Tripeptide des Glutamins 

45 in Mengen von 1-50 g/L enthalten und konnen gegebenenfails weitere niedere Peptide enthalten sowie andere 
Nahrungsstoffe, wie Kohlenhydrate, z.B. Glucose, oder auch emulgierte Fette und Ole sowie Vitamine und Mi- 
neralsalze, wie sie Gblicherweise in den Infusionslosungen zur parenteralen Ernahrung vorhanden sind. 

Es ist seit langem aus der Arbeit von Thierfelder und v. Cramm "Uberglutaminhaltige Peptide und zur Frage 
ihres Vorkommens im EiweiR" (Hoppe-Seylers, Bd. 105, Seiten 58 ff, 1919) bekannt Glutamin durch Acyiie- 

50 rung der ct-Aminogruppe gegen die Hydrolyse durch Saizsaure zu stabilisieren. Aus der PCT Anmeldung WO- 
A-80/00216 war u.a. bekannt, da& Peptide bestimmte AminsSuren des Prolins, wie z.B. Prolyl-glutamin, die 
Vertragl ichkeit von Arzneimitteln auf Morphin-Basisverbessern konnen. Daruberhinaus warausderVeroffent- 
lichung von Adibi "Clearance of Di peptides from Plasma; Role of Kidney and Intestine" in Peptide-Transport 
and Hydropses", S it 265-285, Elsevier, Amst rdam 1977, bekannt, da& durch Hydrolas n in den Geweben 

55 des Organismus di Dipeptide Glycyl-glycin und Glycyl-leucin im Geg nsatz zum Glycyl-sarcosin gut gespaJ- 
ten werden, so daS si b i intrave noser Applikation schnell aus d m Plasma eliminiert w rden. 

Wenn auch das erf indungsgema'& anstelle des freien Glutamins zu verwend nd gut wass rldsliche a- 
aminoacylierte Glutamin vorzugsweise dem Organismus zusammen mit anderen Aminosauren als Infusions- 
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Idsung zugefuhrt werden soil, so eignen sich dies Glutamind rivate auch fur die Applikation in oralen Amino- 
saure- Praparaten, die als Granulate od r in Drag -Form eing nomm n werden. 

Di erf indungsgemaR zu verwendenden Di- od r Tripeptide d s Glutamins, wi das L-alanyl-L-glutamin 
Oder das Glycyi-L-alanyi-L-glutamin konnen leichtdurch die N-Carboxy-Anhydrid- Met node hergestellt werden. 
Die Peptide werden hierbei vom Carboxy-Ende her aufgebaut, wobei die freie Aminogruppe der vorgelegten 
Aminosaure mit dem jeweiligen N-Carboxy-Anhydrid der anzuhingenden Aminosaure reagiert. Diese Methode 
ist durch R. Hirschmann et al in J. Org. Chem., Bd. 32. 3415-3425 (1967) und in J. Am. Chem. Soc., Bd. 93, 
2746-2754 (1 971 ) beschrieben worden. Sie wurde auch zur Herstellung von Alanyl-glutamin und anderen Pep- 
tiden angewendet, Biopolymers, Bd. 11 , 2493-2503 (1972). Diese Methode (ifctsich in automatischen Vorrich- 
tungen durchfuhren, siehe P. Pfaender et al, Hoppe-Seyler's Z. Physiol-Chem ., Bd. 354, S. 267-285 (1973) 
und DE-OS 2 416 941 sowie US-PS 3 951 741. 

Bei der bekannten Synthesemethode unter Verwendung der N- Carboxy- An hyd rid- Ami nosau reverb in dun- 
gen wird in Gegenwart eines Boratpuffers gearbeitet. Da die fur therapeutische Zwecke notwendige Abtren- 
nung des erhaltenen Tripeptids von dem Boratpuffer Schwierigkeiten bereitet, empf iehlt es sich, die Synthese 
in Aqua dest durchzufuhren, was Oberraschenderweise mit guten Ausbeuten gelingt Urn die Di- Oder Tripep- 
tide von Nebenprodukten, d.h. eventuell entstandenen hoheren Peptiden abzutrennen, la&t sich z. B. das 
Alanyl-Glutamin-DipeptkJ Oder das Glycyl-Alanyl-Glutamin-Tripeptid leicht chromatographisch reinigen, z. B. 
unter Verwendung von Sephadex-Saulen. 

Durch Auflosen der gereinigten Peptide und der gewunschten Aminosauren in Aqua dest werden Infusi- 
onsldsungen erhalten, die gegebenenfalls noch Mineralsalze und andere Stoffe enthalten konnen und sich 
leicht isotonisch einstellen lassen. Die Losungen konnen in ublicher Weise hitzesterilisiert werden (z. B. 0,5 
h, 120°C, pH = 5,5-7,5), ohne Gefahr einer Veranderung des Tripeptids oder Dipeptids. Im Falle der Verwen- 
dung zusammen mit Glucose oder anderen Kohlenhydraten in Infusionslosungen fur parenteral Ernahrung 
sind diese jedoch erst nach der Sterilisierung oder kurz vor der Verwendung beim Patienten zuzufugen, urn 
Nebenreaktionen der freien Aminogruppe des Peptids mit der Glucose bei der Hitzesterilisierung auszuschlie- 
Ben. 

Nachfolgend sei die Herstellung des Ala-Gln-Dipeptids und des Gly-Ala-Gln-Tripeptids unter Anwendung 
der N-Carboxy-Anhydrid-Methode beschrieben. Diese Verbindungen konnen dann erfindungsgema&fur Infu- 
sionslosungen verwendet werden. 

Herstellung von L-Alanin-L-Glutamin (Ala-Gin) 

a) Herstellung yon Alanin-N-Carboxy-Anhydrid (Ala-NCA) 

In einem 2-L-Dreihals-Kolben wurden 30 g Alanin (L-Form) 3.4 x 10~ 2 Mol) in 1200 mLgetrocknetem 
Tetrahydrofuran suspendiert Unter Ruhren wurde bei 30°C bis 40°C ein trockener Phosgen-Strom mit et- 
wa 2 Blasen/sec eingeleitet Nach 1-1 ,5 h war die Aminosaure bis auf einen kleinen Rest gelost, worauf 
das Einleiten von Phosgen abgebrochen wurde, urn eine Uberphosgenierung zu vermeiden. Zur Vertret- 
bung uberschussigen Phosgens wurde mit trockenem Stickstoff beg as t und anschlie&end das ungeldste 
Alanin abdekantiert und das Tetrahydrofuran am Rotationsverdampfer abgezogen. Der feste Ruckstand 
wurde in 40 mL Aceton aufgenommen und mit einem 0berschu& Petrolether gefallt. Es wurde unter N r 
Atmosphare abgenutscht und das gereinigte AJanin-IMCA im Exsikkator uber P 2 0 5 und NaOH-Platzchen 
getrocknet Es wurden Ausbeuten von ca. 85-89% erhalten. 

b) Umsetzung von Ala-NCA mit Glutamin 

5 g feinst gepuivertes L-Glutamin (=== 0,034 Mol) wurden in 300 mL H 2 0 bidest. gelost. Nach dem Kuh- 
len der Losung auf 0°C und Einstellung der Losung mit ca. 50% NaOH auf pH 1 0,2 wurden 4,26g Ala-NCA 
0,037 Mol) innerhalb von 10 Min. in kleinen Anteilen zugegeben, urn die pH-Schwankungen moglichst 
gering zu halten. Danach wurde mit ca. 50% H2SO4 auf pH 3,5 titriert, urn das Peptidcarbaminat zu decar- 
boxylieren. AnschlieGend wurde die Losung neutralisiert und lyophilisiert Die Rohausbeute betrug 14,0 

g. 

Das Lyophilisat des Rohansatzes (14,0 g) wurde auf 3 Sephadex-G-10-Laufe (jeweils ca. 4,7 g) aufgeteilt, 
um die KapazitSt der Saule nicht zu uberschreiten. Be re its beim 1 . Lauf wurde eine reine Dipeptidfraktion er- 
halten. Die unreinen Fraktionen wurden erneut auf die Sephadex-Saule gegeben und so weiteres reines Dh 
peptid erhalten, dessen Rein he it dunnschicht-chromatographisch an Kieselgelplatten mit ButanolEisessig- 
Wasser (4 : 1 : 1) als Laufmittel und mit Ninhydrin als Entwicklungsreagens kontrolliert wurd . Das rhattene 
Ala-Gin kann den Aminosaurelosungen in g wunschter Meng zugesetzt werden. 
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H rst Hung von Glycin-L-Alanin-L-Glutamin (Gly-Ala-GIn) 

a) Herst Hung von Glycin-N-Carboxy-Anhydrid (Gly-NCA) 

In entsprechender Weise, wie bei der Hersteilung von AJa-NCA beschrieben, wurde auch das Glycin- 
5 N-Carboxy-Anhydrid hergestellt, wobei aber die Ausbeuten, bezogen auf das eingesetzte Glycin, geringer 

waren. 

b) Umsetzung des Ala-Gin mit Gly-NCA 

4,34 g (= 0,02 Mol) des Ala-Gln-Dipeptids wurden in 300 mL H 2 0 bidest mit 2,22 g (= 0,022 Mol) 
NCA-GlyunterVerwendungderin derDEOS2416 941 und US-PS 3 951 741 beschriebenen Vorrichtung 
10 umgesetzt. Das durch Lyophilisation erhaltene rohe Gly-Ala-GIn wurde auf der Sephadex-G-1 0-Saule ge- 

reinigt, wobei die Fraktionen wieder dunnschicht-chromatographisch kontrolliert wurden. Das erhaltene 
Gly-Ala-GIn eignetsich fur die Verwen dung in Infusionslosungen. 

Die erf indungsgemaRe Verwendung der Di- und Tripeptide des Glutamins als Glutaminquelle in Amino- 
saure-lnfusionslosungen wird im folgenden anhand einiger Beispiele gezeigt Die dabei zusatzlich zu den ub- 
15 lichen Aminosauren verwendeten Tripeptide des Cystins bzw. Tyrosins zeichnen sich durch gute Wasserlds- 
lichkeit aus und konnen nach der N-Carboxy-Anhydrid- Met node hergesteilt werden, was in einer gleichzeitig 
eingereichten Anmeldung naher erlautert wird. 

Beispiel 1 

20 

Gly-Ala-GIn und die anderen Substanzen wurden in den angegebenen Mengen in Aqua dest gelSst, die 
Losung in Infusionsflaschen abgefullt und dann sterilisiert Die Losung kann in einer Menge von 10-30 mL je 
kg Korpergewicht und Tag infundiert werden. 
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Peptide und Aminosauren 



g/1000 mL 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Gly-Ala-GIn 22,5 

L-lsoleucin 2,1 

L-Leucin 2,9 

L-Lysin-acetat 4,37 

L-Methionin 1,80 

L-Phenylalanin 1,25 

L-Threonin 2,70 

L-Tryptophan 1,00 

L-Valin 2,30 

L-Arginin 7,00 

L-Histidin 1J5 

L-Alanin 0,7 

L-Glutaminsaure 5,00 

Glycin 0,8 

L-Prolin 7,0 

L- Serin 6,2 

CyS-Lys(CyS)M 2,0 

Tyr-Lys(Tyr)2) 2.0 

Kaltumhydroxid 1 ,96 

Natriumchlorid 2,57 

Calciumglycero-phosphat- 0,49 
2-hydrat 

Magnesiumchlorid 0,61 

Natriumglycerophosphat 5,51 

Kaliumchlorid 0,37 

') N 2 -Cystinvl-N 6 -cystirTyl-lysin 
- 2 ) N 2 -Tyrosinyl-N 6 -tyrosinyl-lysin 

Die beiden Tri peptide enthalten L-Cystin bzw. L-Tyrosin in leicht Idslicher Form. 
Beispiel 2 

Di Substanzen wurd n wie in Beispiel 1 beschrieben in Aqua dest geJost und in Infusi nsf lasch n 
fuilt und stenlisi rt 
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Peptide und Aminosauren g/1000 mL 

5 Gly-Ala-GIn t.9 

L-lsoleucin 750 

L-Leucin 850 

10 L-Lysin-Monomalat 7,67 

L-Methionin o,25 

L-Phenylalanin o,10 

L-Threonin 1 20 

L- Tryptophan o,10 

L-Valin 6,40 

L-Arginin 490 

L-Histidin 0.60 

L-Ornithin-L-aspartat 8,03 

L-Alanin 1 50 

L-Glutaminsaure t,00 

Glycin 0,20 

L-Prolin 120 

L-Serin 175 

35 CyS-Lys(CyS) 0,30 

Tyr-Lys(Tyr) 0.20 

Natriumglycerophosphat- 4,52 
5-hydrat 



15 



20 



25 



30 



40 



45 Beispiel 3 



Magnesiumchlorid 1,02 
Kaliumchlorid 134 



Die Substanzen wurden wie in Beispiel 1 beschrieben in Aqua dest geJost und in Infusionsflaschen abge- 
fOIlt und sterilisierL 
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Peptide und Aminosauren 


g/1000mL 


GIv-Ala.GIn 


1 1,3 


L-lsoleucin 


2,51 


1 1 An Ain 


2,79 


L-Lysin 


1 r 45 


l-'fVIOlMlUlilU 


0,80 


1 .Phonulalanin 


1,40 


1 •ThrAnnin 


1,74 


I -Trxjritrtn ha r» 


o,oo 


i_- vaiin 


2,09 


1 - A rn in in 

L_ r\1 Ull llll 




L-nisiiuin 


0,70 


1 A 1 o n ■ m 

i_-Mianin 


0,50 


L-Asparaginsaure 


4,00 


L-Glutaminsaure 


3,20 


Glycin 


0,50 


L-Prolin 


3,80 


CyS-Lys(CyS) 


2,00 


Tyr-Lys (Tyr) 


2,00 


Nikotinamid 


0,06 


Pyridoxinhydrochlorid 


0,04 


Riboflavin-5-phosphat- 


0,0025 


Na-salz 




Kaliumhydroxid 


1,40 


Natriumhydroxid 


1,20 


Calciumchlorid 


0,735 


Magnesiumacetat 


0,536 



50 

Patentanspruche 

1. V rw ndungv n Glutamin als a-aminoacyliert s Derivat in Form derwasserloslichen Dh Oder Tripeptide 
55 zurH rst Hung v n wa&rig n gtutarninhaltigen Amin sSurezubereitungen fur die oral od r parenteral 

Ernahrung zum Aufbau od r zur Erhaltung korpereig n n Prot ins. 

2. V rw ndung der Di- Oder Tripeptid nach Anspuch 1 in iner M ng von 1 bis 50 g j Liter w§ftriger Zu- 
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ber itung. 

3. V rwendung des Dipeptids L-Alanyl-L-glutamin od r d s Tripeptids Glycyl-L-alanyl-L-glutamin nach An- 
spruch 1 od r 2. 



Claims 

1. Use of glutamine as an ct-aminoacylated derivative in the form of the water-soluble dipeptides or tripep- 
tides, to produce aqueous, glutamine containing amino acid preparations for the oral or parenteral feeding 
for the elaboration or conservation of body protein. 

2. Use of the dipeptides or tripeptides according to claim 1 in a proportion of 1 to 50 g per litre of aqueous 
preparation. 

3. Use of the dipeptide L-alanyl-L-glutamine or of the tripeptide glycyl-L-alanyl-L-glutamine according to 
claim 1 or 2. 



Revendications 

1. Utilisation de la glutamine en tant que derive a-aminoacyle sous la forme des dipeptides ou des tripeptides 
solubles dans I'eau en vue de la production de preparations d'aminoacides aqueuses, contenant de la 
glutamine et destinees a ('alimentation orale ou parenterals af in de I'elaboration ou de la conservation de 
la proteine propre du corps. 

2. Utilisation des dipeptides et des tripeptides selon la revendication 1 dans une quantite allant de 1 a 50 g 
par litre d'une preparation aqueuse. 

3. Utilisation du dipeptide L-alanyl-L-glutamine ou du tripeptide glycyl-L-alanyl-L-glutamine selon la reven- 
diction 1 ou 2. 
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